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PATENT AN SPRUC i-! E 



9 Polypeptide der Formel 



v;orin A fur-D-Tyr, D-Tyr (Me) , . D-Ser , D-Scf«auM . --!•!.-. ;.,M.:i 
odor D-Trp steht, B fUr Leu odor HoLeu steht, L: ; i-r ,wi;'.y 
steht and F fur ein Airinoradikal steht oder A fur Aza ly 
odor Azala stent, B fur Leu steht, E fur eir.e clir^ta Bin- 
dung steht und F fur ein Xthylaxinoradikal steht; i.ov.ie 
die p'r.armazeutisch und veterinSr zuldssigen Sauro.Odi'.ions- 
salze derselben. 

2. Polypeptide nach Anspruch 1, worin A fur D-Tyr , :.-T : /r (Mes , 
D-Ser, D-SerlBuS, D-Phe, D— Ala odor D-Trp stent , B fur 

Leu Oder Me Leu steht, E fur Azgly steht und F fur em An.mo- 
radikal steht. 

3. Polypeptide nach Anspruch 1, worin A fur Azgly cder Aiiala 
steht, 3 fur Leu steht, E fur eine direkre Bindung steht 
und F fur ein Athylaminoradikal steht. 

4. Polypeptide nach Anspruch 1, -worin A fur D-Tyr ! Me) , D-Ser, 
D-SerlBu^, D-Phe, D- A La oder D-Trp steht, B fur Leu oder 
MeLeu steht, E fur Azgly steht und F fur ein An. i no radikal 
steht. 

5. Polypeptide nach Anspruch 1, worin A fur D-Tyr (Me) . D-Ser (Bu 
Oder D-Phe steht, B fur Leu oder MeLeu steht, E fur Azgly 
steht und F fur ein Aminoradikal steht. 
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Dr.s Polypeptid dor Formel 
Riu-:-:is--;%--c-r-:yr-r.-Fh.--l&u-Ar£-?ro-A2eIy-::H 2 . 

Das Polypepcid der Formel . 
^■3 1 .. - f. i 3 - Trp - £e x— 5.-.y r ( )-L..-u-ArE-Pro-Azcly-i-H 2 . 

Das Polyooptid d^r Formel 
niu-::iH--rp-:er^yr-L-2er{E^)-L^-Ar £ -?ro-A2r:y-::- r 

Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids nach Anspruch 1, 
qekennzeichnet durch 

(a) Wegnahrr.e ein oder nehrerer ublicher Pe P t idschuczgruppen 
von einem geschQtzten Polypeptid, so daB eine Verbindung 
der Formel I erhalten wird; 

H, . C-. ,._'.i^-o i i Lc-lu-His-Trp-OH , 

(b) Umsetzung von K> lu-^r. ,—■ u ii 

C] lu . : -;is -Trp-Ser-CH ,Q lu-Kis -Trp -Ser-Tyr -OH , 
Qlu-hio-vrp-Ser-Tyr-A-CH.Qlu-His-Trp-Eer-Tyr-A-B-OK, 

Q- 1 u -Hi s -Trp -Ser-Ty r-A-E-Arg-CH bzw . 
Qlu-His-Trp-Ser-Tyr-A-B-Ar--PrO'CH, 
oder eines geeigneten aktivierten Derivats davon mit 

H _Hi 3 -Trp -£er -Tyr- -A -3 -Arg-rro -E-F , 

K-rrp-Ser-Tyr-A-E-ArG-Pro-E-?, H-Seir-Tyr-A-B-Arg-Pro-E-F 
H-Tyr-A-5-Ars-?rc-E-F, K-A -3-Arg-Pro-E-F , H-S-Ar G -?ro-E- 
K-Arg-Prc-E-F , H-Pro-E-F 
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10. 



1 1 . 



bzw. H-Azg ly-NH z . oder cmc:; q ?. i. i <; n ton ;:]■. t. i / i.e rt Derive 
d 51 v o n in einer Stciidardpcpci <::.-; j j ; ; o 1 U r. < j s r e a ; <: \ ; ex! >; 

(c) Unset2up.g ein^r Carbonsaurc dor ror:i;el 



oder eines aktivierten Derivats davon mit Ainmcniak. ocer 
X\ thy lam in. 

Fhannazeatische oder veterinare Zusamniensotrzuncr , wcio'::c: cin 
Polypeptid nach Anspruch 1 gemeinsani nit eincm r.icht-cjiftioor. 
pharmazeutisch oder veterinar zulassiger. Verdun nungsmi t tel 
oder Tragermittel enthalt. 

Zusammensetzung nach Anspruch 10, welche eine fur orale Ver- 
abrei chung geeignete Form aufweist. 

Zusa^ir.ensetzung nach Anspruch 10, welche eine fur parenteral le 
Verabreiehung geeignete Form aufweist. 
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Biti*: in c!«:r A".t*vOf! o.v;et»er. 



Dr . K./ho 



ICI CASE PH. 23772 



IMPERIAL CHEMICAL INDUSTRIES LTD. 
London - Gro3britanriien 



"Polypeptide" 



PRI0R1TAT: 11. Mai 1976 - Grofibr i tannien - 19327/76 



Die Erfindung bezieht sich auf Polypeptide, welche Luliberin- 
agonisteigenschaften besitzen. Luliberin ist der international 
ubliche Trivialname fur LH-RF (luteinising hormone releasing 
factor) (J. Biol. Chem. , 1975, 250, 3215). 

Es ist bekannt (Dutta, Furr, Giles und Morley, Clinical 
Endocrinology, 1976, 5, Erganzung, S. 291s-298s), daB der 
Einbau von .< -Azaaminosauren an der 6- oder lO-Stellung von 
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Luiibcrin Vcr :>i ndu 119 on drqlbt, die lur.s.ichti icr. Troi- 
cotxuncj von Lu Leini sierung shoraon ( LH ) aus dc-r Kypu: :\vse 
wonigor kruftig sir. - als das Ausgangsrhoiokiii . Es ware nun- 
nuviir gefunden, da3 der Einbau von Azaglycin an der 1 C--li eel I-n 
in Verbindung mit dem Einbau ver schicdener D- ■ -A-r. ir.osiiurori 
an dor 6-Stellung in Luliberin oder der Einbau vcr, A/.agIycin 
odor Azalanin an der 6-Stellung in Verbindung mit. dc:n Er- 
satz des endstandigen Glycinaniids durch ein A thy .1 am i norad ikn I 
in Luliberin Verbindungen ergibt, die hi nsichti ich dc-r Frei- 
setzung von Luteinisierung shcrmon aktivor sind ais Luliberin. 

GemaB der Erfindung werden also Polypeptide der Fonr.cl 
L Glu-His-Trp-Ser-Tyr-A-3-Arg-?ro-E-F I 



worin A fur D~Tyr, D-Tyr(Me), D-Ser, D-5er(Bu t ), D-Phe, D-Al, 
oder D-Trp steht, B fur Leu oder MeLeu steht, E fur A^gly 
una F fur ein Aminorad ikal steht, oder A fur Azgly oder Azal 
staht, B fur Leu steht, E fur eine cirekte Binding szchz und 
F fur ein Xthy lair.inoradikal srehc, sowie die phannazeutisch 
und veterinar zulassigen Saureadditionssalze davon vorge- 
schlagen- 

In der obigen Foniel I und in der gesamten Besch re ibur.g wer- 
den die A'ninosaureroste durch ihre S candardabkur zungen (Pure 
and Applied Chemistry, 1 974 , 40, 317-331 ) bezeichnet. Ein 
\-Aza-aninosaurerest ist ein solcher, in welcherr: das - -CH 
einer Aninosaure durch Stickstoff ersetzt worcen ist. Die Ab 
ktirzung fur eine a-Aza-am inosaure leitet sich von der ent- 
sprechenden Aminosaure durch Hinzufugung der Vorsilbo "Az n 
ab. Somit steht Azgly fur Azagiycin und Azaia fur Ar.alanin. 
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Wcrin die Kor.f igurat ion der bet re f f enden. Aminosaur e nicht 
anae-jc-Lcn ist, dann besitzt diese Aminos aure (aufier der 

- -Aza-arninosauren, die in der Nachbarschaf t der Carboxy- 
ctruppc koin asv^ietrisches Zen t ruin enthalten) die nctarlicho 
L-Konf ig uration . 

Soezielle Grupoen von 'Verbindungen innerhalb der Erf indung 
sind die folgenden: 

Verbindungen, worin A fur D-Tyr, D-Tyr(Me), D-Ser, D-Cer (Bu 1 ) , 
D-Phe, D-Ala. odor D-Trp steht, B fur Leu oder MeLeu stcht, 
£ fur A.zgly steht und F fur ein Aminoradikal steht. 

Verbindungen, worin A fur Azgly oder Azala steht, 3 fur Leu 
steht, E fur eine direkte Bindung steht und F fur ein Athyl- 
arainoradika 1 steht. 

Verbindungen, worin A fur D-Tyr (Me), D-Ser, D-Ser(Bu t ) / D-Phe , 
D-Aia oder D-Trp steht, B fur Leu oder MeLeu stent, E fur 
Azgly steht und F fur ein Aminoradikal steht. 

Fine bevorzugte Gruppe von erf indung sgemaBen Verbindungen 
wird durch diejenigen gebildet, worin A fur D-Tyr (Me), 
D-SerCBu^ oder D-Phe steht, B fur Leu oder MeLeu steht, 
E fur Azgly steht und F fiir ein Ami nor ad ikal steht. 

Die drei bevorzugten er f indung sgemaBen Verbindungen besitzen 
die folgenden Strukturen: 

Fr. e-Leu-Arg-?ro-A: (r 1 y - !CH 0 
Tyr C^e }-L£u-Ar£-Pro-A::j:ly--^: j ? 
Ser (Eu fc )-Leu-Arg-Pro-A::Gly- — ? 




s-Trp-Se 

S - J. ^ w^. 

s -Tri-- - 5c 



r-Tyr-D- 
r-Tyr-D- 
l-Tyr-D- 
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Spezielle pharnu\zeu tisch oder veter.i;:ar zuiassigo cri i ndjr.gs - 
q em a Be Saureaddit ionssalze s ind beispielsv;eise Eye rcchlcridci , 
Phosphate, Citrate oder Acetate. 

Die erf indung sgeniaBen Polyjoept idc konnen durch an sich 
bckann te Verf ahren fur die Herstell'jng von cherniceh ana- 
log en Verbindungen erzeugt were en. Desha lb betrifft die 
Erfindung weiterhin die folgenden Verfahren, wobei A, B 
E oder F die oben angegebenen Bedeutungen besitzen. 

(a) Em oder mehrere herkcmml iche Pepcidschutzg ruppen ver- 
den von einem geschutzten Polypeptid entfernt, so dafi 
die Verbindung der Forr.iel I entsteht; 

(b) Urr.setzung von ^Glu-OH , t-Glu-H is-OH , -Glu-H is-Trp-OH , 

-"c.lu-His-Trp-Ser-OH , -Gl u -H i s-Trp-Ser-Tyr-OH , 

"clu-HiG-Trp-Ser-Tyr-A-OH , L G lu -H is-Tr p-Ser-Ty r-A-U-CH , 

^Glu-His-Trp-Ser-Tyr-A-B-Arg-OIi bzw. -Glu-His-Tr p- Ser-Tyr- 

B-Arq-Pro-OH , 

oder eines geeigneten aktiviertcn Dorivats cavon -T.it 
E- Ei s -~r p- 2 er-Iyr -A -E-Ar-£- Pro -E-F . 

E-rrc-Sor-Tyr-A-B-Ar—Ere-E-E s E-5-r-7yr- A-E-Ar £;-Frc-E-F 
H-Tyr-A-5-Ar^-Fro-E-F , H - A - E- A r £ - Pro - E- F , 
E-E-Ar— Prc-E-F, E- Ar £ -Pre -E~F , !->:— o-E-? 

bzw. H-Azc ly-NM-! 2 oder einem geeigneten Cerivat davon , in 
einer S tandardpept idkupplung sreak t ion ; oder 

(c) eine Carbonsaure der Forroel 
Qlu-His-Trp-£er-Tyr-A-B-Ar£-?rc-E-CH - x 
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cJc-r ciri =.ktiviertes Derivat davon v;ird sit Anracniisk odor At.nyl- 
amir: s-nyosotzt. 

Bein Verfahren (a) konnen sovieie Schu tzgruppen im Ausgangs- 
material vorliegen, als Radikale vorhanden sind, die geschutzt 
vjerdon miissen, beispielsweise einige cder alle Radikale, die 
im produkt als freie Radikale der Formel OH oder als basische: 
Radikale der Formel NH vorliegen. 

Beim Verfahren (a) kann die Schutzgruppe oder konnen die 
Schutzgruppcn solche sein, die in einem Standardhandbuch uber 
Peptidchctrr.ie zu finden sind, wie z.B. M. Bodansky und M.A. 
'Ondetti, "Peptide Synthesis", Interscience , New York, 1965, 
Kaoitel IV; F.M. Finn und K. Hofmann , "The Proteins", Band II, 
herausgogeben von H. Neurath und R.L. Hill, Academic Press Inc., 
New York , 1076, Seite 1 OG ; "/jr.ino- acids , Peptides and Proteins" 
(rx-riodlscho Soezialistenbcrichte) ,The Chemical Society, London, Ear.de 1 
bis S. Verschiedene Verfahren zur Entfernung der Schutzgruppen 
sine in oiesen Buchern ebenfalls beschrieben. 

Eeir; Verfahren (a) ist eine besonders brauchbare Schutzgruppe 
fur KH cas Senzy loxycarbonylradikal und eine besonders brauch- 
bare Schutzgruppe fur OH das Benzylradikal . Beide diese Gruppen 
konnen leicht durch Hydrogenoly se entfernt werden, beispielswei- 
se in Cegenwart eines Pa Had ium-au f -He lzkoh le-Kataly sator s . 

Beiir. Verfahren (a) ist eine weitere besonders geeignete Schutz- 
gruppe fiir NH das t-Butoxycarbonylradikal und eine weitere be- 
sonders geeignete Schutzgruppe fur OH das t-Butylradikal. Beide 
diese Gruppen konnen leicht durch Behandlur.g rait einer Siiure, 
wie z.B. Salzsaure oder Tri fluoroess ig saure, entfernt werden. 
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Beim Vorfahren (a) ist cine weitere b^sonclcrs ijc:'i:]r:i.-t,: ^h.; - 
qruppe fur NH clas' Benzy loxyco rbony 3 - odor t-ftu tox yc.i r . -r,y 1 r.id ; t.j L 
unci ii-.t eine we i r ere bescnders giinstige Schutzgruppe OH c!/ia_ 

t-Buty lradikal . Diese Schut zgruppen konnen ieioht durch Bohand- 
lunq mir HBr in Essigsaure entfernt werden. 

Beim Verfahren (b) kann irgendeine der Standardpec t idkupp Lu no s- 
reakt ionen verwendet werden, wie sie beispielswei se in einem 
Standardhandbuch der Pept idchcsri ie . neschr iehen sir.ci, wie z.B. 
in dcrn obengenannten Handbuch von Bod a risky und On'Jct.r.i, K.ipi to! V, 
und in den Banden 1 bis 8 der periodischen Spezia 1 i s cenber i ch re 
der Chemical Society. 

Beim Verfahren (b) ist eine spezielle Kupplungsreaktion eine 
Azidkuppiung , eine Aktivesterkuppiung oder eine Kupplunq , bei 
der ein N ,N ' -Dicyclohexy lcarbodi imid und 1 -Hydroxy benztr i£2ol 
eine Rolle spielen. Eine bevorzugte Kupplungsreakr. ion i-sz cine 
Azidkuppiung, und zwar insbesondere eine derartigo Kupplung, 
bei der sich die H i s-Trp- oder Ser-Tyr-Peptidbindung bildet. 

Beim Verfahren (c) ist ein geeignetes aktiviertes Derivat des 
Ausgang sroater ials beispielswe ise ein Ester oder Anhydrid. It* 
Falle eines aktiviertsn Derivats kann die Reaktion dadurch aus- 
gefiihrt werden, dafl man das aktivierte Derivat mit Amiricniak oder 
Sthylamin in Gegenwart eines Verdunnung sm i t tel s oder Losungsmit- 
tels zusammenb _ ingt . In den Fallen, in denen das Au sgang smater ia 1 
die freie Saure der Fprmel II ist, wird die Reaktion mit Ammoniak 
oder Athylamin zweckinaSig durch ein Standardpept i dkupplungsreagens , 
wie z.B. N ,N 1 -Dicyclohexylcarbodiimid , zustande gebrachr. 

Die Ausqanqsmater ial ien fur die Verwendung beim erfindcngsge- 
ma3en Verfahren konnen' aus bekannten Verbindungen durch Standard- 
peptidkupplungsreakt ionen , Standardpept i dschu t zr oa k t ionen und 
S tandardpeptidschu t zg ruppenabspal tungsreak t ionen h erg es tell t 

7098A7/0899 



40 



2770245 



wet-don, ^ie sie Fachleuten auf dieses Gebiet allgemeln be- 
kunr.t sind and wie sie in den. Beispielen 1 bis 10 angegeben 
sind- 

Kie bereits oben festgestellt , bssitzen die erf indungsgemaBen 
Verbindungen Luliberinagonistoigenschaf ten, d.h. , daB sie 
Mhnlxche Wirkungen wie Lu liber in aufweisen, eir. voir, Hypo- 
thalamus sekretiortes natlirliches Hormon, das auf die Hypo- 
p.iyse wirkt und diese zur Freisetzung vcn Luteinisierungs- 
horraon (LH) und Follikelstimulierungshormon (FSH) veraniaQt. 
Diese beiden Hypophysenhcrmone spielen bei reproduktiven Pro- 
zessen eine Rolle, wobei letzteres, namliche FSH, in den 
Ovarien eine Foderung der Reifung der Follikeln bewirkt und 
ersreres.'nanlich LH, di~e Ovulation induziert. Die Verbindungen 
der Formel I sind in unerwarteter Weise hinsichtlich des Ver- 
mogens der Freisetzung von LH wesentlich kraftiger als Luliberin 
and eigne-n sich deshalb fur die Beeinf lussung und/oder Verbcs- 
serung der Veraehrung bei Tieren. Es eignet sich insbescndere 
fur die Zuchtung von groBen Haustieren wahrend eir.es Anostrusses 
und bei jeder kunstlich beeinfluSten Zuchtung zur genauen Be- 
stim , un g der Ovulation. Es eignet sich auch fur die Heilung 
von Unf ruchtbarkeitszustanden bei Mann und Frau. 

Der Luliberinagonisteffekt der erf indungsgemaBen Verbindungen 
kann beispielsweise durch das Vermogen denonstriert werden, 
eine Ovulation bei mit Androgen sterilisierten Ratten rait kon- 
stantem bstrus zu induzieren oder LH und FSH (gemessen durch 
dopoelte Antikorperradioimmunoassay) in das Blutplasma von 
unreifen mSnnlichen Ratten oder in das Blutplasma von anostri- 
schen oder diostrischen Mutter schaf en abzugeben. 

Der obige Test an mit Androgen sterilisierten Ratten wird 
wie folgt ausgefuhrt: 
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M<t Androgen sterilisicrte v,eibliche Ratten, n,e cure, 
handlung a, 3., i and 5. Tag ihres Alters mi.t 100,0, -OS. - 
steronrlpionat prapariert -den sind, zeigen einen .estand,- 

n Ostri.ch.n Va^alsc.e, und ,a h lrcic h e - 
PolliK.ln in den Ovarion. Die Verabreichung von 
aHiven Analog- verursacht die Abgabc eines ovohorcd, 
, n8ti egs an LH und FSH, der durch die Anwesenhext ven 
t„ den Fallopischen Tuben und frische* Corpora l»«a xr. aen 
Ovarien bestimmt warden kann. 

Rlle in ai..«r Besehreib^ ,<„,.„„.«, beispic-lhaf-.or, v«bin- 
a^er. s.na u.ru.-v.r^en.. oine Ov- . ... - , 

natton .it Kon.t.ntcn Bstrus » iY.cluzieror.. . B t«« 
u „d „*.«. auBoraen, keine ,ifti 9 on Kir!,™™. "> 
oncosis ih ,.r -in*..! .* W v.» 

^besonaore si„a aio erf iniun, „o»«er. bcvo«»<,«» V,::.- o,..,c„. 

oio i-, d« Bei.pi.len A, * 7 be.c.ricben S i,o. 

,0«al so .1. Wl*b«ri«. «f 

.„,. cf , Effek te. «,»■> *ie i* acr 100f.ch.» -—5= — 
malar, effektiven Dosis verabtsich. werden. 

' -„... e « Erflndun, werden weiterhin pharrnszeutiKhs odor vete- 
^ e s -«n— vor,..chXao.o. die ,is akti.en « = 
eine .er t indu^^«. 6 . verbid ,..1— «»» 
zeutisch oaer veterinar zulSssi^n v.rdUnn^-itt.l car Tra 

gerraittel enthalten. 

yam 7re, r .H»r.sot2ur,gen kor.nen die vr-rschicden- 
Die erfindungsqenaBen Z u-or.,,-..sc s ^ 



Fortnen aufweisen, beispielswoisc eine rur oralc Oder 



sten Former, > Tabl otten, Kap- 

buccale verabreichung geeignete For., wie z. . 
..In. L5sungen oder Suspension eine rur nasale V.rabr 

^ geeignete Per.,, wie z.B. S^P^t.el, ^senspra^ oder 
N asentropfen ; eine fur vagxnale oder K a e ^_ 
qeeianete Tom. wie z.B. Suppositorien, ooa 
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t,rc,l.e ver,brelchung geeignete Form, vie z.B. sterile injizier- 
baru Lc»sur.«jon odor Suspensionen. 

in. allnemeinen werden die obigen Zusammensetzungen in Ublicher 
w , is , , jr .ter Verwendung herkon-mlicher Exzipienzien hergestellt. 
Zu—nrens-tzungen fur orale Verabreichung konnen jedoch eine 
Beschichtung aufweisen, un. den aktiven Polypeptidbes tand texl 
von den Wirkungen von Enzyn»en im Magen zu schiitzen. 

Die erfincungsgerr.aBen zusaimensetzungen konnen auBerdem zu- 
s - t „ w zu einen, erf indungsgemaSen Polypeptid ein Oder mehre- 
re bokannte Wirkstoffe enthalten, die aus Prostag land inder ivaten 
ausc^wahlt sind, wie z.B. Prostaglandin^*.. Cloprostinol oder 
Fluprostinol. oder einen anderen Wirkstoff, wie z.B. Clomiphen 
oder Tamoxifen. 

Bevo-7-acte erf indunqsgemaBe Zusamrr.ensetzungen sind soiche, 
c-e sich fur orale Verabreichung in Einheitsdosierangsfoo 
rare , vic . 2 .b. eir.e Tablette, eine Kapsel, ein Trank oder 
c ., r vr . b ei dieselben 2,5 bis 50O *g und vorzugsweise 

,o',.-. 10 0 :,g eines ?ciy P e P tids in jeder Einheitsdosierungs- 
-orr f vol sen, oder soiche, die sich fur parenteral Verab- 
re^ chung eignen. welche 5 /U g bis 1 mg eines Polyceptids 3 e 
ml und vorzugsweise lO /U g bis 10 0/ ug eines Polypeptxds 3 e 
ir.l Losung enthalten. 

-ine pa-pnterale Zusamrr.ensetzung ist vorzugsweise eine Losung 
<n ,=oto-«her KochsalzlSsung oder isotonischer Dextrose, 
notxgenralls auf einen P H von 5 bis 9 gepuffert. Alzernaav 
, ?nn d -; e oarenterale Zusar^ensetzung so aufgebaut sein, daB 
cie'd^n wirkstoff langsan, abgibt, in welchem Palle die Merge 
de. Polypeotids je Einheitsdosierungsf orm in. allgen.eir.en groBer 
ist, als sic erforderlach ist, wenn eine herkommliche in^xzxer- 
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bare Form verwendet vi-rd. Eire bevorzugte parenteral-:.- Fcr:..-j 1 1.: - 
rum;, mit langsan.er Wirkstof f abgabe enthait lOO/Ug bis 1 .T.g Poly- 
peptid je Einhei tsdosierung . 

Die arfindungsgemaBen Zusatwnensetzongen warden ir, allu--feir.cn 
so verabreicht, daQ die tSgliche Dos is SO/Ug bis 2C no/kg 
betrSgt. Eine tagliche parenteral Dosis, beispielsweise 
durch intravenose. subkutane oder intraauskulSre Injektion 
Oder Infusion betragt 0,2 y ug/kg bis lOCyug/kg. Bei Ker.sehon 
entsprechen diase Dosen einer gesamten tag lichen Dosis von 
3,5 mg bis 1,4 g bei oraler Verabreichur.g ur.d eirer gesasten 
tag lichen oosis von 14 /U g bis 7 mg bei parenteraler Verabreichung 
Wenn die Verabreichung iiber die Schleinunembranen erfoigt, dann 
liegt die Dosis zwischen den oben angegebenen Bereichon fur 
orale und parenterale Verabf olgur.g . 



Die Erfindung wird durch die foigenden Beispieie 



naher »r l&u ter t 



In den Beispielen bczieht sich R f auf die auf srei^ er.de Diinn- 
schichtchrc^atcgrafie (t.l.c.) auf Silicagelplar ten (Kie.ei^-l 
G) . Die in dieser Chromatog raf ie verwendeten Lftsur.gsmittc:- 
syste-ne waren Butan-1 -ol/Essigsaure/Wasser (4:1:5 V/V) (R f A), 
Butan-1-ol/Essigsaure/Wasser/Pyridin (15:3:12:10 V/V) (3 r -0). 
Butan-2-ol/3% G/V waBriges Amnion i urn hydro: yd (3:1 V/V ) ( n f C ) , 
Acetonitril/Wasser (3:1 V/V) (R f D) . Acetcn/Chlorofco (1:1 
V/V) (R f E) , Chloroform/Athanol (1:4 V/V) (R f F) . Cyclohoxan/ 
Athylacetat (1:1 V/V) (R f G), Cyclohexan/Athylacotat/Mothanoi 
(1:1:1 V/V) ( R^H ) , Chlorof orm/Me thano 1/Was se r (11:8:2 V/V) 
( r" K) , Chlorofortn/Methanol (19:1 V/V) (R f P) und Chloroform/ 
Methanol (9:1 V/V) (R f Q). In alien die-sen Fallen v.:rdon die 
Flatten unter UV-Licht gepriift und mit Fluorescein, Ninhydrin 
und Chlor-Starke-Jodid-Reagentien behandelt. Wenn nichts ande- 
res angegeben ist, dann bedeuten die angegebenen R.-Werte, da3 
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ein eir.ziger Fleck durch diese Verfahren bestimmt wurde. 

Saurehydrolvsate aller in dieser Beschreibung beschr iebenen 
Produkte wurden dadurch hergestelit, dafi das Peptid oder 
geschiitzte Peptid mit 6 n Salzsaure, die 1 % (G/V) Phenol ent- 
hielt in einem verschlossenen evakuierten Rohr 16 st auf 
100 0 C erhitzt wurde. Die Aminosaurezusamraensetzung eines 
jeden Hvdrolysats wurde mit einem LoCarte-toinosaure-Analy- 
sator bestimmt. Die Zusaramensetzung entsprach in jedem Fall 
der Erwartung. Der Ausdruck "in ublicher Weise aufgearbeitet" , 
der in den Beispielen verwendet wird. besagt, dafi nach der 
Unsetzung jeder feste Riickstand durch Filtration entfernt 
^ rde , das.Filtrat unter 40°C zuf Trockne eingedampft wurde, 
der Puckstand in Athylacetat mit einer 20%igen Zitronensaure- 
losung, Kasser, gesatrigter Natriumhydrogencarbonat losung und 
Kasser oewaschen und uber wasserfreiem Natriumsulf at getrocknet 
wurde und das Athylacetat im Vakuum eingedampft wurde, wobei 
die Verbindung zuruckblieb. 

Eeisoiele 1 bis 1Q 



Sv nf.e 3 e von L - P v r o q lutan:vl-L-histidyl-L-tr yntophvl-L-seryl-L- 
^cvT-A-L-leucvl-L-arg-in Yl-L-prolYl-E-F.. Allg emelnes Ver- 
fahren (m) . ( Schemata 1 und 2) 

7U einer auf 0°C gekuhlten und gertfhrten Suspension von 0,2 mMol 
L -Pyrcglutamvl-L-histidinhydrazid in 0,9 ml Di^ethylf ormamid 
und 0.7 ml Dimethylsulfoxyd warden 0,8 mMol 5,7n Chlorwasser- 
stoff in Dioxan zugegeben. Nach einem 5 min dauerr.den heftigen 
RUhren wurde eine klare Losung erhalten. Die LBsung wurde auf 
-20 0 C abgekuhlt, 0,22 mMol t-Butylnitrit warden zugegeben, 
und das RUhren wurde 25 min fortgesetzt. Die Temperatur wurde 
dann auf -30°C abgesenkt und die Losung wurde durch Zusatz 



70 9 847/0899 



-v>- 
4$ 



27?0?45 



von G,3 ir.Mol Tri a thy lam in neutraii siort . Ein av.f -20 W C vorvOkuhi- 
tes Gem i sen von 0,1 mKol L-Tryptophyl-L-soryi -1,-tryrc^.y 1 -A- L- 
leucyl-L-arg iny 1 -L-proly 1-E-F-d ihydroeh lorid (urha] x c\\ durch 
Hydrog enolyse dcs N-Eenzy loxycarbony ldcr ivats in cOl i «;;• ::;v. IV/V; 
waBrigem Methanol mit einem Gehait an zwo: Equivalent;::. Cr.lor- 
wasserstoff iiber einem 5%igen (G/G) Pal ladium-au f -Hoizkohlc- 
Katalysator wahrend 16 st) und aus 0,1 mMol Tr i a thy lam i n in 
1 ml Dimethylf ormamid wurde zugegeben und das Reak t iorisgenisch 
wurde 24 st bei 4°C; geruhrt. Dimethylf onr.a::i id v/crcc in Va>uL;i 
abgedampft, und der Ruckstand wurde auf Sophadox L5-2-20 chromate- 
grafiert, wcbei Dimcthylfonr.a^id als El u ierm i t te i vorwer.dot 
wurdo. Das Peptid-hydroch lorid wurde weiter durch Vertcilang::- 
chrcnatograf ie auf Sephatex G-2 5 gereinigt, wobci das Lasungs- 
mittelsystem n-3utanol/Essig saure/Wasser/Pyr idi n (5:1 :5:1 V/V) 
verwendet wurde* 

SynthesG von L-Pyrog lutanvl -L-h i st idvl-L- try ptcphy l-l^-scryl-L- 
ty rosy l-A-3-L-arq invl-L-prol vl-azag lycinainid . A 1 1 g em e a. n e s 

Verf ahren (n) ( Schemata 3 f 4 und 5) . 

O, 2 ->:d L-Pyroglutamy 1-L-hist idy 1-L-tryptcphy 1-L-ser in-hydrazid 
warden in 4 ml Dime thy 1 form ami d aufgelost und so in das Azid 
iiberfuhrt, wie es beim Verfahren (m) beschrieben ist. Dieses 
wurde, wie es beim Verf ahren (m) beschrieben ist, mit 0,15 mKol 
L-Tyrosyl-A-B-L-arginyl-L-prolyl-azaglycinaLmid-hydrochlorid 

(hergestellt durch katalytische Recuktion von K-3enzyloxv- 
carbonyl-O-benzyl-L-tyrosyl-A-L-leucyl- (N '"-nitro) -L-arginyl- 
b-prolyl-azaglycin-amid in 80ligem(V/V) waBrigem Methanol wahrend 
20 st uber einem 5%igen ( G/G) Palladium-auf -Holzkohle-Ka talysator ) 
ge ; ; ,.or:elt und das fertige Produkt wurde wie oben beschrieben 
als Hydrochlorid gereinigt. 
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Sv ntncsc von L-Pyrog lutamyl -L-hist idyl -L- try pTiophy 1-L-seryl-L- 
tvro£ vl-A-B-L-arginyl-L-prolyl-azaqlycin-anid . Al lgoraeines 
Vc-rfal-ren (o) ( Schemata 4 und 6 ) . 

Eine Losung von 50 mg des geschiitzten Decapeptidderivats, das 
Ser(Bu t ) in der 6-Stellung cder Tyr(Bu t ) in der 5-Stellung 
aufvics, in 5 ir.l 90% iger (V/V) waBr ig er Tr if luoroes sigsaure wur- 
de hergestellt. Drei Trcpfen B-Mercaptoathanol warden zuge- 
geben und die Losung wurde 4 5 min bei Raum temper a tur stehen 
gelassen. Das Losung smittel v/urde im Vakuum entfernt, und der 
Ruckstand v/urde einmal aus Wasser und zweimal aus t-Butanol 
gef r iergetrocknet . Die Ausbeute war 90 bis 100%. 

Die erf indung sgemaBen Verbindungen , die durch eines dieser 
drei allgemeinen Verfahren hergestellt wurden, sind als Bei- 
spiele 1 bis 10 in der folgenden Tabelle aufgefuhrt. 
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Die Ausgangsmaterialien fur die verwendung in den obigen 
Verfahren konnen so erhalten werden, wie es in den folgenden 
Schemata 1 und 2 (Verfahren (m)), in den Schemata 3, 4 und 5 
(Verfahren (n) ) und in den Schemata 4 und 6 (Verfahren (o) ) 
beschrieben ist. 

Bei diesen Schemata wurden die folgenden Konzentrationen 
verwendet: 

OCp = 2 , 4 , 5-Trichlorphenylester 

Bzl = Benzyl 
Z = Benzyloxycarbonyl 
Boc .= t-Butoxycarbonyl 
DMF = Dine thy l'f ormamid 

Die eingekreisten Zahlen beziehen sich auf die betreffende 
Stufe. 
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Stufe (\) . 

19,94 g (80 mMol) N-Benzyloxycarbony l-L-prolin und 8,8 ml 
(80 mMol) N-Methj lmorpholin wurden in 20Q ml trockenem Tetra- 
hydrofuran aufgelost und die LSsung wurde auf -20 C abge- 
kiihlt. 7,15 ml (76 mMol) ftthylchlorof ormiat wurden tropfen- 
weise zugegeben, und nach einem 2 Minuten dauernden Ruhren 
wurden 20 ml (3O0 mMol) einer auf -20°C vorgekuhlten 70Sigen 
wafirigen LBsung von Kthylamin zugegeben, worauf das Ruhren 
18 st bei 4°C fortgesetzt wurde. Das Reaktionsgemisch wurde 
in der iiblichen Weise aufgearbeitet und der Riickstand wurde 
aus Rthylacetat / Petrolather <Kp 60-80 0 C) kristallisiert . Au: 
beute 12,97 g (58,7%), Fp 107-108 0 C, /^j"' 5 -43,88° 
(c, 1 in Methanol), R f D 0,69, R f E 0,53, R f F 0,67, R f H 0,62, 
R f P O, 57, R f Q 0,66. 

Stufe (2) . 



Katalytische Reduktion uber 5% Pd/C in waSrigem Xthanol mit 
einern Gehalt an 1 Equivalent Chlorwasserstof f wahrend 5 st 
bei Raum tempera tur . 

Stufe J3) . 

Eine LSsung von 1 3 , 5 g (42,3 mMol) N «-t-Butoxycarbonyl-N 
nitro-L-arginin, 7,15 g (47 mMol) L-Prolin-athy 1-omid-hydro- 
chlorid, 11,5 g (85 mMol) 1 -Hydroxybenztr iazol und 6,58 mi 
(47 mMol) TriSthylamin in DMF wurde auf 0°C abgekuhlt, 
und 9,13 g (44,4 mMol) Dicyclohexy lcarbodiimid wurden zuge- 
geben. Das Reaktionsgemisch wurde uber Nacht bei 4°c geruhrt 
und zur Entfernung von festem Material filtriert, worauf das 
Filtrat im Vakuum zur Trockene eingedampft wurde. Der Ruck- 
stand wurde zwischen ftthylacetat und Wasser durch eine Gegen 
stromverteilung (4 Ubergange) verteilt. Die waCrigen Phasen 
wurden vereinigt und zur Trockene eingedampft und der Riick- 
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stand wurde zwischen N-Butanol und 5% iger ( V/V) wa Brig er Essig- 
saure durch Gegenstromver tei lung (12 Ubergange) verteilt. 
Das durch Eindampfen der vereinigten N-Butanolphasen erhal- . 
tene rone Peptid wurde durch Silicagelkolonnenchromatograf ie 
unter Verwendung von 5% ig em (V/V) Methanol in Chloroform und ; 
10%igem (V/V )Methanol in Chloroform als Eluierlosungsmittel : . 
gereinigt. Die das Produkt enthaltenden Fraktionen wurden.yer- 
einigt und zur Trockene eingedampft, und eine waBrige Losung 
des Riickstands wurde durch eine Anionenaustauschharzkolonne 
(AG 1-X2) hindurchgefiihrt , um dieses N x - t-Butoxycarbony 1-N ^ - 
nitro-arginin zu entfernen. Die Kolonne wurde dann mit Wasser 
gev/aschen und die vereinigten waBrigen Phasen und Waschf liissig- 
keiten wurden gef riergetrocknet , wobei das Azapeptidder ivat 
erhalten wurde. Ausbeute 16,67 g. (89%) , Fp 109-111°C (Zer- 
setzung) , £^3^ -39,0° (c, 1 in Methanol), R f A 0,62, R f B.O,74, 
R f C 0,59, R f D 0,70, R f E 0,20, R f F 0,60, R f H 0,61, R f K 0,85, 
R f Q 0,13. 

Stufe A x - 

Das N-t-Butoxycarbonylder ivat wurde in Athylacetat aufgelost 
und mit 3n HC1 in Athy laceta t losung ( 4 £quivalente) wahrend 
1 st bei Raum temperatur behandelt. 

Stufe :5) . ( R=H) 

Eine Losung von 2,90 g (22 nMol) t-Bu toxycarbony lhydrazid 
und 11,71 g ( 20 ir.Mol) des 2 , 4 , 5-Tr ichloropheny lesters von 
N-Benzyloxycarbonyl-O-benzyl-L-tyrosin in 40 ml Dimethy If ormamid 
wurde uber Nacht bei Raumtempera tur gehalten. Aufarbeitung in 
der ublichen Weise und anschl ieBende Umkr istal li sat ion des 
Riickstands aus Xther/Petrol ather (Kp 60 bis 80°0 ergab das 
geschutzte Hydrazid als weiBes Pulver, 3,46 g, (67%), Fp 126 bis 
1 27°C, /X.7g5 -13,2° (c, 1 in Methanol), R f D 0,82, R f E 0,65, 
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R f F 0,63, R f H 0,70. 

Stuf e (6) . ( R=H ) . , . - 

. ,. . .. „ V . 

5,19 g (10 mMol) 1 - (N-Benzyloxycarbony l-O-benzy l-L-tyrosyl ) -2- 
t-butoxycarbonyl-hydrazid wurden in 50 ml. Sthylacetat aufge- 
lost und mit 8 ml (40 mMol) 5n Salzsaure in Athylacetat 1 st 
bei Raumtemperatur behandelt. Das ftthylacetat wurde im Vakuum 
entfernt, und das Hydrochlorid wurde mit Ather filtriert und 
getrocknet. - : 

Stuf e © . (R=H) 

Das obige Hydrochlorid wurde in 75 ml Tetrahydrof uran aufge- 
nommen, und 1,15 g (8 m.Mol) Tr iathy larriin wurden zugegcben, 
worauf sich cer Zusatz von 1,36 g (8 mMol) n-Carbonyl-L-leucin- 
methylester anschloB. Nach 1 G st bei Rauiji enporatur v;urdc das 
Reaktionsgemisch in der ubiichen Wc-ise auf gearbeitet , worauf 
der Ruckstand aus Xthy lacetat/Petrclather (Kp 6C-Go°C) um- 
kr i s tal 1 isier t wurde . Dabei wurde das Azatr ipeptidder iva t 
erhalten, 4,57 g. (77,7%), Fp 1 56-1 57 C C, / - -10,3° 
(c, 1 in Methanol), R f D 0,81, RE 0,45, R f P 0,26, R f Q 0,47. 

stuf e *;8;- . 

5 ml (lOO mMol) Hydra zinhydr at wurden zu einer La sung von 
2,95 g (5 mMol) N-Benzy loxycarbcny 1-0-benzy 1-L- ty rosy iaza- 
glycy 1-L-leucin-methylesier ih 50 ml Methanol zugogoben. Nach 
2 st bei Raumtemperatur wurde daj Hydrazid mit Wasser ausge- 
fallt und aus Methanol/fither umkr istal lisiert . Ausbeute 2,74 g 
(92,8%), Fp 169-170°C, f°^7^ -9,05° (c, 1 in Dimethy 1 f ormamid ) 
R f A 0,76, R^B 0,75, R^C 0,73, R^D 0,63, R^F 0,60, R f H 0,55. 
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Stufen 9- und 1C) ( R=H) 

1,18 g (2 f O inMol) N-Benzyloxycarbonyl-d-benzyl-L-tyrosy 1- 
azaglycyl-L-leucin-hydrazid wurden in 10 ml Dimethylf ormamid 
aufgelost und nach Abkiihlen der Losung auf -20°C wurden 1,46 ml 

(8 mMol) einer 5,49m Losung von Chlorwasserstof f in Dioxan 
und schlieBlich 0,25 ml (2,2 mMol) t-Butylni tr it zugegeben. 
Nach 5 min wurde die Losung auf -30°C abgekiihlt, worauf ein 
vorgekuhltes Gemisch von 0,836 g (2,2 mMol) N ° -N i tro-L-arg inyl- 
L-prolin-athylamid-hydrochlorid und 1,43 ml (10,2 mMol) Tri- 
athylamin in 10 ml Dimethylf ormamid zugegeben wurde. Das Re- 
aktionsgemisch wurde 1 st bei -10°C und dann 48 st bei 4°C 
geriihrt. Es wurde in der iiblichen Weise aufgearbeitet. Das 
Pentapeptidderivat wurde durch Silicagelkolonnenchromatograf ie 
unter Verwendung von Chloroform und 3%igem tJ/V) Methanol in 
Cnloroform als Eluier losung smittel gereinigt, Ausbeute 0,695 g . 

(38,5%), R f A 0,71, R f B 0,72, R f C 0,84. 

Stufe 11 . ( R=H ) 

Katalytische Reduktion mit 5%igem (G/G) Palladium-au f -Holzkohle- 
Katalysator in 80%iger (V/V) wafiriger Essigsaure mit einem 
Gehalt an 2 &quivalenten Chlorwasserstof f. 

Stufe . 

Zu einer heftig geruhrten und auf -20 0 C abgekiihlten Losung 
von 33,84 g (100 mMol) N-Benzy loxycarbony 1-L-tryptophan und 
11 ,0 ml (lOO mMol) N-Methy lmorphol i n in 200 ml Tetr ahydrof uran 
wurden 9,0 ml (95 mMol) Xthy lchlorof ormia t zugegeben. Nach 2 min 
wurde eine auf -20°C vorgekiihlte Losung von 17,10 g (11 mMol) 
L-Ser inmethy lester-hydrochlor i d und 12,1 ml (110 mMol) N-Methyl- 
morpholin in 1 SO ml Dimethylf ormamid zugegeben und das Ruhren 
wurde 30 min bei -20°C und 3 st bei Raum temper atu r fortgesetzt. 
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Die iibliche Aufarbeitung ergab ein 01. Zwei Kris tallisat ionen 
aus Athylacetat/Petrolather , Kp 60-80°C, gaben das Dipeptid- 
derivat, Ausbeute 30,53 g (69,5%), Fp 140,5-141°C, 
/oCj^ 4 -22,13° (c, 1,4 in Dimethyl f ormamid) . 

Stufe 13. 

30,53 g (69,5 mMol) des vorstehenden Esters wurden in 1 1 
Methanol aufgelost und 1 5 ml einer 62%igen (G/V) Losung von. 
Hydrazinhydrat wur*n zugesetzt. Nach 16 st wurde das Hydrazid 
gesammelt, mit Methanol und Xther gewaschen und aus heifiem 
Athanol kristallisiert t Ausbeute 23,18 g (75,8%), Fp 178-179°C, 
/^y^ 4 -25,27° (c, 1 in Dime thy If ormamid) R f D 0,65, R f E 0,20, 
R f F 0,43, R f H 0,50. 

Stuf en .14' und .1 5) . 

0,77 ml (4,64 mMol) 6,02n Chlorwassers tof f in Dioxan wurden zu 
einer auf -20°C abgekiihlten und geriihrten Losung von 0,502 g 
(1,16 mMol) N-Benzyloxycarbony 1-L- tryptophy i-L-ser inhydrazid 
in 5 ml Dimethy If ormamid zugegeben, worauf sich der Zusats von 
0,14 ml (1,22. mMol) t-Buty lni tri t anschlofl. Nach 3D min wurde 
die Losung auf -30°C abgekuhlt und durch Zusatz von O f 65 ml 
(4,65 mMol) Triathylamin neutralisiert. Ein auf -20°C vorge- 
kiihltes Gemisch von 0,547 g (0,77 mMol) L-Tyrosy lazng lycyl-L- 
leucyl-L-argriny 1-L-prolin-athylamid-dihydrochlor id und 0,108 ml 
(0,77 mMol) Triathylamin in 5 ml Dimethylf ormamid wurde zuge- 
geben und das Ruhren wurde 1 st bei -20°C und 48 st bei °C 
fortgesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde filtriert und das 
Filtrat wurde im Vakuum zur Trockene eingedampft. Das rohe 
Peptid wurde durch Silicagelkolonnenchromatograf ie unter Ver- 
wendung von Chloroform , 1 0%igem (V/V) Methanol in Chloroform 
und einem Gemisch von Chlorof orm/Methanol/Wasser (11:8:2 V/V) 
als Eluierlosungsmittel gereinigt, Ausbeute 0,424 g (52,9%), 
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/erf-/ 25 -16,84° (c, 1,5 in Methanol), R f A 0,61, R f C"0,36 : , 



D 

R f D 0,67, R f K 0,90. 

Stufe Y&) (R=Me) 



Wie Stufe 5~\ Ausbeute 66%, Fp 102-104°C, A-7p 4 -15,5° 
(c, 1 in Methanol) , R f D 0,76, R f E 0,68, R f F 0,76, R f H 0,74. 

Stufe 19) (R=Me) 
Wie Stufe 6 /- 

Stufe 20) ( R=Me ) 

Wie Stufe^7\ Ausbeute 93%, Fp 1 4 5-1 4 6°C, /"'V/^ 5 +8,7° (c, 
1,2 in Methanol), R f A 0,88, R f B 0,88, R f C 0,83, R f D 0,80, 
R f E 0,59, R f F 0,78, R f H 0,73. 

Stufe 21 



12 ml (12 mMol) In Natr iumhydroxyd wurden zu einer geriihrten 
Losung von 2,41 g (4 mMol) N-Benzyloxycarbony 1-O-benzy 1-L- 
tyrosyl-azalanyl-L-leucin-rnethylester in 36 ml Methanol bei 
Raum tempera tur zugegeben, und das Ruhren wurde 3 st fortge- 
setzt. Das Methanol wurde im Vakuiim entfernt und 40 ml einer 
waBrigen Losung, die unter Verwendung des Ruckstands herge- 
stellt worden war, wurde mit Zitronensaure auf P H 3 angesauert 
und mit Athylacetat extrahiert. Nach dem Waschen des Athyl- 
acetatextrakts mit Wasser und Trocknen (Na 2 S0 4 ) wurde das 
Losungsmittel eingedampft, worauf der Ruckstand in 200 ml 
eines Gemischs aus Dimethylf ormamid und Wasser (3:2 V/V) auf 
lOO ml einer Kolonne eines AG 1 >:-2-Harzes aufgegeben wurde. 
Die Kolonne wurde mit 50 ml des obigen Losungsmittels gewaschen 
und das Tripeptid wurde mit 0,2m Essigsaure in Dimethylf ormamid/ 
Wasser (3:2 V/V) eluiert. Die Tripeptid enthaltenden Fraktionen 
wurden vercinigt und im Vakuum eingedampft und der Ruckstand 
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wurde mit Xther trituriert und gesammelt , Ausbeute 1,22 g 
(51,7%), Fp 195°C (Zersetzung), /^/J 4 -25,4° (c, 1 in Di- 
methylf ormamid) . 

Stufe'2^ (R=Me) 

Wie Stuf e (28* , Ausbeute 43%, y r,:v -7^ 5 -25,9° (c, 1 "in Methanol), 
R f A 0,72, R f B 0,76, R f C 0,85. ' 

Stuf e -:23) (R=Me) 
Wie Stufe -11) . 

Stufe 24 N : (R=Me) 

Wie Stufe 15 , aufier daB das Endprodukt auch durch Gel f i ltra t ion 
auf Sephadex LH-20 in Dime thy 1 f ormamid nach Silicagelkolonr.cn- 
chromatografie gereinigt wurde, Ausbeute 63%, / /" -24,76 , 
(c, -0,8 in Methanol), R f A 0,58, R f C C,42, R f D 0,65, R f K 0,95. 

Stufe 25 

Zu 24,9 g (100 mMol) einer geriihrten und auf O c C abgeklihlten 
Suspension von N-Benzyloxycarbonyl-L-prolin , 11,2 g ( 1 OO mMol) 
Semicarbazidhydrochlorid und 14,5 ml (100 mMol) Triathy lamin 
in 200 ml Dimethylf ormamid wurden 20,6 g (100 mMol) Dicyclo- 
hexy lcarbodiimid zugegeben und das Rlihren wurde 1 6 st bei 4°C 
fortgesetzt. Dicyclohexy lharnstof f wurde durch Filtration 
entfernt und das Filtrat wurde auf ein kleines Volumen einge- 
dampft. 200 ml Wasser wurden zugegeben und die Losung wurde 
mit 3mal 50 ml Xthylacetat extrahiert. Das Produkt fiel aus 
der waBrigen Losung in ungefahr 1 st aus. Umkristallisation 
aus waBrigem Methanol ergab das Dipeptidamid , Ausbeute 16,5 g 
(53,9%), Fp 189-190°C, /T'-./'q 4 -43,6° (c, 1,4 in Dimethylf orm- 
amid) , R f D 0,54, R f F 0,52, R f H 0,38, R f K 0,78. 
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Stufe '26; 

Katalytische Red'uktion iiber 5%igem (G/G) Paliadium-auf-Holz- 
kohle-Katalysa^tor in 80%igem (V/V) waSrigem Dimethy If ormamid 
wahrend 6 st bei Raumtemperatur in Gegenwart von 2 fcquivalenten 
Chlorwasser stof f . 

Stufe 2l) 

2,83 ml (29,5 mMol) ftthy Ichlorof ormiat wurden zu einer Losung 
von 8,24 g (31 mMol) N-Benzyloxycarbony 1-L-leucin und 4,55 ml 
(32,5 mMol) Triathylamin in 100 ml Tetrahydrof uran bei -10 bis 
-1 5°C zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 3 min bei dieser 
Tenperatur geriihrt und wurde dann in eine heftig geriihrte 
Losung vcn 5,79 g (31 mMol) N ^-Nitro-L-arginin in 15,5 ml 
(31 r.iMcj ) 2n Natr ium hydroxy d und 50 ml Dimethy 1 f ormamid bei 
-10°C eingeschiittet • Das Ruhren wurde 30 min bei -10°C und 
dann 1 st bei Raumtemperatur fortgesstzt. Die Losungsmirt el 
wurden im Vakuum entfernt und der Riickstand wurde zwischen 
50 ml KthyiacGtat und 50 ml Wasser verteilt. Die waBrige Phase 
wurde abgetrennt und nit zwei weiteren Portionen ^thylacetat 
extrahiert. Die ve'reinig ten organischen Phasen wurden einmal 
mit 25 ml Wasser gewaschen und verworfen. Die versinigten 
wafirigcn Phasen wurden mit gesattigter Zitronensaurcl osung 
angesauert und mit dreimal 1 0O ml Sthylacetat extrahiert. 
Die Athylacetatex trakte wurden vereinigt, mit Wasser gewaschen, 
liber Na^SO^ getrocknet und zur Trockene eingedampft. Umkristalli 
sation des Ruckstands aus Athylacetat/Petrolather (Kp 60-80°0 
ergab das Dipeptid, Ausbeute 8,98 g, (62%), Fp 15C-165°C 
(Zersetzung) . 

Stufe 28 

Eine Losung von 9,2 g^ (20mMol) N-Benzyloxycarbony 1-L-leucyl- 
(N -nitro) -L-arginin, 4,2 g (20 mMol) L-Prolylazaglycinamid- 
hvdrochlcrid , 5,4 g (40 mMol) 1 -Hydroxybenzotriazol und 3 ml 
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(20 mMol) Triathylamin in 200 ml Dimethy If ormamid wurde auf 
0°C abgekiihlt und 8,2 g (40 mMol) Dicyclohexylcarbodiimid 
wurden zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde liber Nacht bei 
Raum tempera tur geriihrt. . Dicyclohexylharnstof f wurde durch 
Filtration entfernt und das Filtrat wurde zur Trockene ein- 
gedampft. Umkristallisation des Ruckstands aus Methanol/Xther 
ergab das Tetrapeptidderivat , Ausbeute 12,2 g (98,3%), Fp 88 bis 
90°C, -30,2° (c, 1,6 in Dimethy If ormamid) , R f D 0,57, 

R f F 0,40, R f H 0,26, R f K 0,63. ; : 




Hydrierung uber 5%igem (G/G) Palladium-auf-Holzkohle-Katalysator 
in waBrigem Athanol wahrend 1 6 st in Gegenwart von 2 &quivalenten 
Chlorwasserstof f . 

Stuf e / 30) 

6,484 g (11,0 mMol) N-Benzyloxycarbony 1-0-benzy 1-L- ty rosin-2 , 4 5- 
tr ichlorcpheny les ter und 1 , 396 g (10 mMol) D-Alanin-rae thy lesner- 
hydrochlorid wurden in 50 ml Dimethy If orm an id aufgelost und 
1,4 ml (10,0 mMol) Triathylamin wurden zur Losung zugegeben, 
die viber Nacht bei Raumtenperatur geriihrt wurde. Das Reaktions- 
gemisch wurde in der ublichen Weise auf gearbeite t und der Ruck- 
stand wurde aus heiBem Athylacetat kr ista 1 lisiert , Ausbeute 
3,782 g (77,2%), des geschutzten Dipeptidmethy les ters , 

Fp 163°C, r^J^ 4,8 -12,84° (c, 1,1 in Dime thy If ormamid ) . 

Stufe 31 = 

3,435 g (7,0 mMol) N-Benzy loxycarbonyl-O-benzyl-L- tyrosy 1-D- 
alanin-methylester wurden in 400 ml warmem Methanol aufgelost 
und die Losung wurde mit 1 0 ml (120 mMol) 62%igem (G/V) Hydra- 
zinhydrat behandelt und das Gemisch wurde uber Nacht bei 25°C 
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stehen gelassen. Das, Hydrazid wurde abf Iltriert, mit Methanol 
und Ather gewascheh und zweimal aus siedendem Methanol kristall 
siert, Ausbeute 3,068 g (89,2%) , Fp 217°C, f^/^ "20,44° 
(c, 1,1 in Dimethylformamid) R f A 0,73, R f B 0,75, R f C 0,67, 
R f D 0,70, R f E O,50, R f F 0,54, R f H 0,67, R f K 0,85, R f Q 0,25. 

Stufen. 32' und 33 

Zu einer auf -20°C abgekiihlten und geriihrten Losung von 1,18 g 
(2,4 mMol) N-Benzyloxycarbonyl-O-benzyl-L-tyrosyl-D-alanin- 
hydrazid wurdenl ,6 ml (9,6 mMol) einer 6,02m Losung von Chlor- 
wasserstoff in Dioxan zugegeben, worauf sich der Zusatz von 
0,29 ml (2,52 mMol) t-Butylni trit anschloB. Nach 15 min wurde 
eine auf -20°C vorgekuhlte Losung von 1 ,03 g (2,0 mMol) 
L-Leucyl-L-arginyl-L-prolylazaglycinamid-dihydrochlorid und 
1,62 ml (11,6 mMol) Triathylamin in 1 5 ml Dimethy If ormamid 
zugegeben. Das Riihren wurde 24 st bei 4°C fortgesetzt. Tri- 
athylaminhydrochlorid wurde duich Filtration entfernt und das 
Filtrat wurde im Vakuum zur Trockene eingedampft. Der RLick- 
stand wurde auf eine S i licagelkolonne aufgegeben und die Kolon- 
ne wurde mit 5%igem (V/V). Methanol in Chloroform, 10%igem (V/V) 
Methanol in Chloroform und einem Gemisch aus Chlcrof orm/Methano 
Wasser (11:8:2 V/V) eluiert. Die das Produkt enthaltenden Frak- 
tionen wurden vereinigt und eingedampft und das Peptid wurde 
nochmal auf einer Silicagelkolonne unter Verwendung von Aceto- 
nitril/Wasser (3:1 V/V) als Eluiermittel chromatograf iert . 
Ausbeute 890 mg (46,4%), -45,7° (c, 1,1 in Methanol), 

R f A 0,54, R f B 0,69, R f C 0,41. 

Stufe 34 

Wie Stufe 1 1 > . 
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Stufe 3 5": 

Wie Stuf e ij) , Ausbeute 43%'/ C^J^* "41 ,-4° (c, 1,3 in Methanol), 
R f A 0,80, R f C 0>47, R f D 0,65, R f K 0,95. 

Stufe '38^ 

Wie Stufe; 3 S Ausbeute 69%, Fp 135°Cj R f A 0,49, R f B 0,65, 
R f C 0,46, R f D 0,64, R f F 0,35, R f H 0,19, R f K 0,86. 

Stufe 3 9 x : ' " ■ ■ 

Wie Stufe 4 

Stufe 40 (A=D-Phe) 

Fine Losung von 7,41 g (24,8 nMol) N-Bc n:»y 1 on yea r bony I -D-pho r:y i - 
alanin und 3,62 g (25 rnKol) I-Leuc; r^othy 1 cstor 1 ;- : IOC :: . i Atl:y]- 
acetat wurde auf G°C aba ek unit und 5,15 g (25 ^iMci) DicycLohcxy.l- 
carbodi in; id wurden zuqegeben. Das Reakt ionsqemi sch wurde uber 
Kach't bei 4°C geriihrt. Die ubliche Aufarbeitung und anschlieSen- 
ce Umkristallisation des Ruckstands aus /-ithy lacetat /Petrolat her 
(Kp 60-80°C) ergab das Dipeptid, Ausbeute 9,1 g (66%), Fp 123 bis 
1 24°C, £ X/^ 6 -18,7° (c, 2,1 in Methanol), R f D 0,76, R f E C,65, 
R f F 0,74, R f H 0,73. 

Stufe 41 <A=D-Phe) 

Katalytische Reduktion iiber einem 5$igem (G/G) Pal lad iu:n-au f - 
Hclzkohle-Katalysator in Xthanol mit einem Gehalt an 1 Equivalent 
Chlorwassers tof f wahrend 5 st. 
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Stufo 4 2 \) (A=D-Phe) 

Zu einer geriihrten Losung von 4,89 g (8/36 mMol) N-Benzy loxy- 
carbonyl-0-benzyl-L-tyrosin-2,4,5-trichlorphenylester und 
2,5 g (7,6 mMol) D-Phenylalanyl-L-leucin-methy lester^hydrochlorid 
in Dimethyl forroainid wurden 1,1 ml (7,6 mMol) Tr iathylamin zuge- 
geben und das Riihren wurde iiber Nacht bei Raum temperatur f ort- 
gesetzt. Tr iathylaminhydrochlorid wurde abfiltriert und das 
Filtrat wurde zur Trockene eingedampft. Umkristallisation des 
Riickstands aus wa3rigem Methanol ergab das Tr ipeptidderivat , 
Ausbeute 3,6 g (69,7%), Fp 183-184°C, R f D 0,82, R f E 0,69, 
R f K 0,78, R f P 0,71, R f Q 0,82. 

Stufo 43 (A=D-Phe) 

Line Losung von 3,42 g (5,04 mMol) des vorstehenden Kethy lester s 
una oO mMol Hydrazi nhydra t in 30 ml Dimethylf ormam id wurde bo i 
Raum ton-: per a tur 4 st lang qeruhrt und auf ein kleines Volumen 
konzentriert , worauf das Hydrazid durch Zusatz von 5GO ml Wasser 
ausgefallt wurde. Es wurde gesammelt, mit Wasser, Kethanol/fither 
(1:4 V/V) und Ather gewaschen und getrocknet, Ausbeute 2,94 g, 
(85,9?.), Fp 179-180°C, R f A 0,81, R f B 0,79, R f C 6,88, R D 0,69, 
R f E 0,49, R f F 0,65, R f H 0,67, R f P 0,25, R Q 0,57. 

Sturen 44 und 45 (A=D-Phe) 

1,83 ml (11 mMol) einer 6,02m Losung von Chlorwassers t of f in 
Dioxan wurden zu einer Losung von 1,85 g (2,75 mMol) N-Benzyi- 

oxycarbonyl-O-benzyl-L-tyrosyl-D-phenylalanyl-L-leucin-hydrazid 
in 5 ml Dimethylf ormamid bei -20°C zugegeben, worauf sich der 
Zusatz von 0,33 ml (2,89 mMol) t-Buty Ini tr i t anschloB. Nach 
2 min wurde eine auf -20°C vorgekuhlte Losung von 1,89 ml 
(13,5 mMol) Triathylamin und 1 ,02 g (2,5 mMol) N ~'-N i t ro-L- 
arginyl-L-prolylazaglycinamid-hydrochlorid in 10 ml Dimethylf orm- 
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amid zugegcben, worauf das Reakt ionsgernisch liber Hacht bei 
4°C geriihrt wurde. Die iibliche Aufarbeitung ergab das 
Hexapeptidder ivat , -das weiter durch Silicagelkclonnenchromato- 
grafie (120 g Silicagel) unter Verwenduhg von 5%igen (V/V) 
Methanol in Chloroform, 10%igem (V/V) Methanol in Chloroform 
und einem Gemisch von Chlorof orm/Methanol/Wasser (11:8:2 V/V) 
als Eluierlcsungsmittel gereinigt wurde, Ausbeute 0,74 g, 
(29,3%), Fp 137-139°C, R f A 0,68, R f B 0,72, R f C O , 58 , R^D O , 6 2 , 
R f H 0,39, R f K 0,95. 

Stufen 4*6 !, 47 und 48 

10 mMol L-Pyroglutamyl-L-histidin-hydrazid warden in das Azid 
iiberfuhrt, wie es beim Verfahren (a) beschrieben ist una dann 
nit 11 mMol L-Tryptophyl-L-ser in-methy lester (hergestellt durch 
Hydrierung des N-Benzyloxycarbony lderivats uber einem 53igem 
(G/G) Palladium-auf-Holzkohle-Katalysator in Dine thy If ormamid) 
v-ahrend 30 min bei -10°C und 24 st bei 4°C gekuppelt. Triathyl- 
aminhydrochlor id wurde durch Filtration entfernt u::d c,:is Fiitrat 
wurde zur Trockene eingedampft. Das rohe Peptid wurde durch 
Silicagelkolonnenchromatografie unter Verwendung von 10'i.igcn 
(V/V) Methanol in Chloroform, 20%igem (V/V) Methanol in Chloro- 
form und einem Gemisch aus Chlorof orm/Methanol/Wasser { 'i 1 : 8 : 2 
V/V) als Sluiermittei gereinigt, Ausbeute 701, Fp 142-145 C, 
(Zersetzung) , R f A 0,39, R f B 0,72, R f C 0,45, R f D 0,48, R f K 0,61. 

Stufe 49' 

5,4 mMol L-Pyroglutamyl-L-histidyl-L-tryptophyl-L-serin-nethyi- 
ester wurden in 70 ml Dime thy If ormamid aufgelost und mit 1 CO mMol 
Hydrazinhydrat 4 st behandelt. Dimethyl formamid wurde im Vakuum 
entfernt und der Rucks tand wurde mit Xthanol trituriort, gesammelt, 
mit Athanol und Ather gewaschen und getrocknet (88,2*4), Fp 184 bis 
189°C, R f A 0,18, R f B 0,55, R f C 0,39, R f D 0,27, R f K 0,58. 
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Stufo 50 (A=D-Trp) ^ 

4,87 q (23,6 mMol) Dicyclohexylcarbodiimid wurden zu einer ! 
Losung von 7,27 g (21,5 mMol) N-Benzy loxycarbony 1-D- trypto- 
phan, 3,12 g (21,5 mMol) Leucinmethylester und 5,8 g (43 mMol) 
1 -Hydroxybenzotriazol in 50 ml Dimethy If ormamid bei 0°C zu- 
gegeben. Das Reaktionsgemisch warde iiber Nacht bei Raumtempe- 
ratur geruhrt und in der ublichen Weise aufgearbeitet. Urn-, 
kristallisation aus Athylacetat/Petrolather (Kp 60-80°C) er- 
gab 9,55 g des Dipeptidderivats , welches bei Dunnschicht- 
chromatograf ie Spuren von Verunreinigungen zeigte. Es wurde 
durch Silicageikolonnenchromatograf ie (300 g Silicagel) unter 
Verwendung von Chloroform und 5%igem (V/V) Methanol in Chloro- 
form als Eluierlosungsmittel gereinigt. Ausbeute 9,18 g, 
(91,7%), Fp 151-153°C , R f A 0,84, R f B 0,80, R f C 0,86, R f D 
0,78, R f E 0,61, R f F 0,68, R f H O f 73, R f P 0,55, RfQ 0,73. 

Stare 51 (A=D-Trp) 

Katalytische Reduktion in 80%igem (V/V) waBrigem Dimethy 1 f orm- 
amid iiber 5%igem (G/G) Pal ladium-auf -Hoi zkohle-Ka talysator 
wahrend 5 st. 

Stufe 52 (A=D— Trp) 

Eine Losung von 11,69 g (20 mMol) N-Benzy loxycarbony l-O-benzyl- 
L-tyrosin-2 , 4 , 5- trichloropheny lester und 6,26 g (19 mMol) 
D-Tryptophyl-L-leucin-methy lester in 1 OO ml Dimethyl f ormamid 
wurde 60 st bei Raum temperatur geruhrt. Das Reaktionsgemisch 
wurde in der ublichen Weise aufgearbeitet und der Ruckstand 
wurde aus Athylacetat/Petrolather (Kp 60-60°C) kr istallisier t . 
Dabei wurde das Tr ipeptidder ivat erhalten, Ausbeute 8,5 2 g, 
(62,5^), Fp 165-166°C, R f A 0,78, R f B 0,73, R f C 0,84, R f D 
0,80, R f E 0,62, R f F 0,70, R f H 0,76, R f P 0,58, R f Q 0,68. 
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Stufe 53; (A=D-Trp) 

Eine Losung von 7,26 g (10,1 mMol) N-Benzy loxy.carbony l-O- 
ben zyl-L-ty rosy 1-D-tryptophy l~L-leucin-methy 1 ester in ei'nem 
Gemisch aus 200 ml Methanol und SO ml - Dimethyl fornamid -wurde ' 
mit IOO mMol Hydrazinhydrat bei Raum temperatur behandelt. 
Nach 24 st wurde die Losung auf ungefahr 30 ml konzentriert , 
worauf 50O ml Wasser zugegeben wur<?en. Dais Tripeptidhydrazid 
wurde gesaramelt, mit Wasser, Methanol/Xther (1:4 V/.V)* und 
Ather gewaschen und getrocknet, Ausbeute 6,86 g, (94,6%), 
Fp 200-202 0 C, R f A 0,90, R f B 0,95, R f C 0,90, R f D 0,74, 
R f Q O, 59. 

Stufen 54' und 55 (A=D-Trp) 

Eine ceruhrte und auf -20°C abgekiihlte Losung von 1,97 g 

(2,75 mMol ) N-Benzy lox year bony 1-O-benzyi-L- ty rosy l-D-tryptc- 
phyl-L-leucin-hydrazid in 10 ml Dime thy If orma^.id wurde mit 
1,83 ml (11 mMol) einer 6,02m Losung von Chlorwa£>sersL.of f in 
Dioxan und dann mit 0,33 ml (2,89 mMol) t-Eutyl nitri v bohar.dc-J t . 
Nach 2 min wurde eine auf -20°C vorgekuhlte Losung von 1 ,02 g 

(2,5 mMol ) N ^ -Ni tro-L-arg i ny 1-L-proly 1 -azag lyc i n-omi d-hydro- 
chiorid und 1,89 ml (13,5 mMol) Triat.hylarr.in in 10 ml Dimethyl- 
formamid zugegeben und das Reak tionsgemisch wurde liber Nacht 
bei 4°C geruhrt. Es wurde in der iiblichen Weise aufgearbcitct, 
und der Ruckstand (1,27 g) wurde auf eine Silicagelko Icnno 

(230 g Silicagel) aufgegeben. Die Kolonne wurde mit Chloroform 
und 5%igem (V/V) Methanol in Chloroform eluiert. Ausbeute 0,'J1 g 

(34,4%), Fp 139-140°C ( Zersetzung ) , R f A 0,67, R f E 0,72, R f C 0,58, 
R f D 0,62, R f H 0,34, R f K 0,95. 



70 9 847/0899 



do 



2770245 



Stuf e ,56 N } (A=D-Tyr (Me) ) 

Eine Losung yon 3 , 1 7 g (9 ,64 mMol) Z-D-Tyr (Me) -OH , 1,92 g 
(10,6 mMol) Leu-OMe.HCl, 2,6 g (19,2 mMol) 1 -Hydroxybenzo- 
triazol und 1 , 6 ml (11 mMol) Triathylarain in 30 ml Dimethyl- 
formamid wurde auf 0 0 C abgekiihlt und 2,29 g 411,1 mMol) ....... 

N ,N ' -Dicyclohexylcarbodiimid wur^n zugegeben. Das Reaktions- 
gemisch wurde iiber Nacht bei 4°C geruhrt und, in der tiblichen 
Weise aufgearbeitet. Umkr istallisation aus heiBem Cyclohexan 
ergab das geschiitzte Dipeptidderivat . Ausbeute 1,41 g (95,2%), 
R f D 0,83, R f E 0,69, R f P 0,72, R f Q 0,76. 

Stufe Si) (A=D-Tyr (Me) ) 

Katalytische Reduktion uber 5%igem (G/G) Palladiun-au f-Holzkohl 
Katalysator in Methanol /Dimethyl format id/Wasser ( 8 : I : 1 ) mit. 
Ginem Gehalt an 1,2 Aquivalenten Chlorwasser s tof f wahrend 3 st. 

Stufe 53 (A=D-Tyr (Me) ) 

Eine Losung von 8,2 mMol Z-Tyr (Bzl ) -OCp , 8,2 mMol D-Tyr ( Me) -Leu 
OMe.HCl und 8,2 mMol Triathylamin in 60 ml Dimethyl formamid 
wurde iiber Nacht bei Rauni tempera tur geriihrt und das Gemisch 
wurde in der iiblichen Weise aufgearbeitet. Das Produkt wurde 
mit Athor- filtriert, mit £ther gewaschen und getrockn^t . Aus- 
beute 81,2%, Fp 191-192°C, R f D 0,65, R f E 0,73, R f F 0,72, 
K f Q 0,78. 

Stufe 59 (A=D-Tyr (Me) ) 

12,9 n.Mol Hydrazinhydrat wurden zu einer Losung von 4,59 g 
(6,4 mMol) Z-Tyr (Bzl) -D-Tyr (Me) -Leu-OMe in 25 ml Dimerhyl- 
forrnamid und 50 ml Methanol zugegeben und das Reaktionsgemisch 
wurde iiber Nacht bei Raum temper a tur stehen gelassen. Methanol 
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wurde im Vakuum entfernt und das Produkt wurde mit Wasser 
ausgefSllt, gesararaelt, mit Wasser gewaschen und getrocknet. 
Fp 212-213°C, R f E 0,49, R f F 0,66, R f HO,69, R f Q 0,70. 

Stufen(60) und (A=D— Tyr (Me) ) 

3,54 g (5,0 mMol) des Hydrazids aus Stufe (si) wurden in 10 ml 
DMF aufgelost und die geriihrte Losung wurde auf -20°C abge- 
kiihlt. 3,38 ml (20 mMol) 5, 92m HC1 in Dioxan wurden zugegeben, 
worauf sich der Zusatz von 0,6 ml (5,25 mMol) t-Buty lnitrit 
anschloB. Nach 2 rain wurde eine vorgekuhlte Losung von 2,04 g 
(5 mMol) H-Arg (N0 2 ) -Pro-Azgly-NH 2 *HCl und 3,55 ml (25 mMol) 
Triathylamin in 1 0 ml DMF zugegeben und das Ruhren wurde liber 
Nacht bei 4°C fortgesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde in der 
ublichen Weise aufgearbeitet und das rohe Produkt wurde durch 
Silicagelkolormenchromatograf ie unter Verwendung von Chloro- 
form, 5%igem (V/V) iMethanol in Chloroform und 1C%igen (V/V) 
Methanol in Chloroform als Eiuier losungsmittel gereinigt. 
Ausbeute 3,72 g (70,9%), R f A 0,64, R f B 0,72, R f C 0,55, J 
R f D 0,66, R~F 0,40, R f H 0,52. j 

i 

Stufe 62 (A=D-Ser(Bu t )) 

Wie Stufe 56 . Das Produkt wurde aus waBrigem Methanol kristalli- 
siert.Ausbeute 90,4%, Fp 107-108 0 C, R f D 0,80, R f E 0,68, R f F ; 
0,73, R f H 0,72, R f P 0,72, R f Q 0,74. f 

^ ! 

Stufe 63 (A=D-Ser(Bu t )) J 

Katalytische Reduktion uber 5%igem (G/G) Palladium-auf-Holz- - 
kohle-Katalysator in DMF/Wasser (8:2) wahrend 5 jnin. ' 
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Stufe '64; (A=D-Ser.(Bu t ) ) v - ;V /- ' '/'"^Vf V 

iine-tosung vbn^*9,17 g (32,7 mMol ) Z^Tyr Cfizl ) -OCp- uhd^ 32*^ mMol 
ll-Ser(Bu t )-Leu : bMe c In 1 0O ml Dimethylf oraamia wurde 72 kt-bei 
Rauin temper a tur 'stehen gelassen.^ tlbliche ' Auf arbei-tuhg"' ergab*^ 
einen Feststoff, der gesaramelt, mit Xther gewaschen. und ge-, 
trocknet wurde. Ausbeute .17,6 g (79 f 4%)^> Fp T 135-1 37^C /^R^O, 80, 
R f H o,77, R f Q 0,81. _ ^ _ _ 

Stufe ^. (A=D-Ser (Bu 1 ) ) "~ """""" . . ^ . ^ ; 

Wie Stufe 159) . Umkristallisation aus waflrigem Methanol. Aus- 
beute 56,2%rVp 134-136°C, R f D 0,66, R£H 0,64, R^Q O, 64. ■ 

Stufen 66 und 67; (A=D-Ser(Bu )_) 

Wie Stufen 60 und 61 . Das Produkt wurde durch Silicagel- 
kolonnenchromatograf ie unter Verwendung von Chloroform und 
5%iqem (V/V) Methanol in Chloroform als Eluierlosungsmittel 
gereinigt. Ausbeute 38,5%, Fp .1 42-1 4 5°C , R f A 0,64, R f B 0,71, 
R f C 0,55, R f D 0,65,.R f F 0,46, R f H 0,43, R f Q 0,16. 

Stufe 68 (A=D-Tyr (Me) ) 

5,13 g (24,9 mMol) Dicyclohexy lcarbodiimid wurden zu einer 
auf 0°C abgekuhlten und geruhrten Losung von 22,6 mMol Z-D-Tyr- 
(Me)-OH, 5,98 g (24,9 mMol) H-MeLeu-OMe . HBr , 3,5 ml. (24,9 mMol) 
Triathylamin und 6,12 g (45,2 mMol) 1 -Hydroxybenzotriazol in 
SO ml DMF zugegeben und das Riihren wurde uber Nacht bei 4 C 
fortgesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde in der ublichen Weise 
aufgearbeitet und das Produkt wurde durch Silicagelkolonnen- 
chromatograf ie unter Verwendung von Chloroform als Losungs- 
mittel gereinigt. Ausbeute 55,2%, 61, R f D 0,83, R f E 0,78, 
R f H 0,79, R f P 0,80, R f Q 0,79. 
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Stufe 69' (A=D-Tyr (Me) ) 

Katalytische Reduktion iiber 5%igem (G/G) Palladium-auf -Holz- 
kohle-Katalysator in Methanol/Wasser (8:2 V/V) mit einem Ge- 
halt an 1 Equivalent Chlorwasserstoff wahrend 6 st. 

•:Stufe ; 70! (A=D-Tyr (Me)) 

.' *" 

Wie Stufe '58'=. Das Produkt wurde durch Silicagelkolcnnen- 
chromatograf ie unter Verwendung von Ether als Losungsmittel 
gereinigt. 

Stufe '7V (A=D-Tyr (Me)) 

Eine Losung von 4,85 g (6,69 mMol) Z-Tyr (Bzl) -D-Tyr (Me) -MeLeu-OMe 
und 120,7 mMol Hydrazinhydrat in 1 50 ml Methanol wurdG uhcr 
Kacht bei Raumteniperatur stehen gelassen. Oas Hydrazid warde 
durch Zusatz von Wasser aus?gefall.t f gesairjnolt und aus Methanol/ 
Nasser kristallisiert . Ausbeute 91,1%, Fp 129-131°C, R f D 0,79, 
R f E 0,60, R f F 0,68, R f H 0,73, R f Q 0,77. 

Stufen 12 und 73 (A=D-Tyr (Me)) 

Umkristallisiert aus Methanol /Xther , Ausbeute 23,8%, Fp 152 bis 
154°C, R f A 0,67, R f B 0,68,~R f C 0,58, R f D 0,59, R f H 0,50, R f K 
0,94, R f Q 0,35. 

Stufe -74 \ 

1,8 ml (18 mMol) Xthy lchiorof ormiat wurden zu einer auf -1 5°C 
abgeklihlten und geriihrten Losung von 5,99 g ( 20 mMol) Z-Phe-OH 
und 2,2 ml ( 20 mMol) N-Methy lmorphol in in 60 ml DMF zugegeben. 
Nach 2 min wurde eine auf -1 5°C vorgekiihlte Lcsung von 4,8 g 
(20 mMol) H-MeLeu-OMe.HBr und 2,8 ml (20 mMol) Triathy larain in 
20 ml DMF zugegeben und das Reaktionsgemisch wurde 30 min bei 
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0°C und iiber Nacht bei Raum tempera tur geriihrt. Es wurde in 
der iiblichen Weise auf gearbeitet . Ausbeute 7,54 (90%), 51. 

Stufe 75, 

Katalytische Reduktion liber 5%igein (G/G) Palladiura-auf-Holz- 
kohle-Katalysatcr in Methanol mit einem Gehalt an 1 Aquivalent 
Chlorwasserstof f wahrend 3 st. 

Stufe '76 - 

Hergestellt durch Kuppeln von 16,02 g (43,2 mMol) Z-Tyr (Bu* 1 ) -CK 
und 13,15 g (40,0 mMol) H-D-Phe-MeLeu-OMe. HCl wie in Stufe 74 . 
Das Produkt wurde durch Silicagelkolonnenchromatograf ie unter 
Verwendung von Chloroform und 5%igem (V/V) Methanol in Chloro- 
form als Losungsmittel gereinigt. Ausbeute 60% , Ol, R^G 0,48, 
R f P 0,71 , R f Q 0,73. 

Stufe 77, 

Eine Losung von 6,52 g (9,76 mMol) Z-Tyr ( Bu t ) -D-Phe-MeLeu-OMe 
und 97,6 mMol Hydrazinhydrat in 50 ml Methanol wurde iiber 
Nacht bei Raum temperatur stehen gelassen. - Methanol wurde im 
Vakuum entfernt und das Hydrazid wurde aus Methanol/Xther 
kristallisiert mit Methanol/Wasser (1:1 V/V) und Ather gewaschen 
und getrocknet. Ausbeute 5,2 g (80%) , Fp 135°C, R f D 0,75, 
R f E 0,69, R f F 0,66, R f H 0,79, R f Q 0,73. 

Stufen 78; und 79. 

Wie Stufen 60) und 61 . Wahrend des Auf arbei tungsverf ahrens 
fiel das Produkt aus Xthylacetat aus. Es wurde abfiltriert, mit 
Xthylacetat und Xther gewaschen und getrocknet. Ausbeute 58,5%, 
Fp 145-148°C, R f D p,72, R f F 0,40, R f H 0,53, R f Q 0,18. 
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